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摘要 
有些海洋硅藻在不良的条件下会形成休眠孢子。影响硅藻休眠孢子形成的因
素多种多样，其中缺氮是最重要的因素。目前关于硅藻休眠孢子氮营养方面的研
究主要集中于外源氮对休眠孢子形成的影响，对休眠孢子形成过程中胞内氮状态
的转变并不十分清楚。 
本论文以布氏双尾藻（Ditylum brightwellii, MMDL5153）作为研究对象，在
探讨不同氮磷浓度对其休眠孢子形成影响的基础上，以胞内游离氨基酸（FAAs）
和谷氨酰胺/谷氨酸（Gln/Glu）比值作为衡量布氏双尾藻胞内氮状态的指标，重
点研究了布氏双尾藻休眠孢子形成过程中的胞内氮状态的变化，从而为硅藻休眠
孢子形成氮代谢机制的进一步研究奠定了基础。主要结果如下： 
（1）氮源初始浓度越低，布氏双尾藻休眠孢子出现的越早；氮源初始浓度
越高，布氏双尾藻休眠孢子出现的越晚。当培养基中的硝态氮浓度低于 27µM 时，
布氏双尾藻即可形成休眠孢子。此外，布氏双尾藻休眠孢子的形成受氮磷浓度的
共同影响。 
（2）布氏双尾藻休眠孢子形成过程中，培养基中存在 4 种形态各异的细胞
或孢子：形态正常的营养细胞、原生质浓缩的营养细胞、初生壳开始形成的不成
熟休眠孢子以及兼备初生壳和次生壳的成熟休眠孢子。测定硅质壁硅含量的结果
表明，布氏双尾藻休眠孢子硅质壁的硅含量大约是其营养细胞的 1.5 倍。 
（3）布氏双尾藻休眠孢子的形成总体上是一个胞内氮限制不断强化的过程。
当休眠孢子形成率最高达到 67.63%时，布氏双尾藻的胞内总游离氨基酸（TFAA）
平均含量仅有 0.015pmol/cell，与实验开始时（休眠孢子形成率为 3.48%）相差
10 倍，说明布氏双尾藻休眠孢子的胞内氮非常缺乏。此外，休眠孢子的形成对
胞外氮限制的反应有一定的滞后性，但与胞内氮的变化保持了时间的同步性；
Gln/Glu 比值可以用来表明布氏双尾藻休眠孢子形成过程中胞内氮的变化。 
（4）布氏双尾藻休眠孢子形成前，其胞内氮是从相对充分（N-replete）或者
充足（N-sufficient）的状态逐渐转化为氮限制的状态。 
（5）布氏双尾藻在休眠孢子形成过程中涉及到的胞内 FAAs 主要有 5 种：谷
氨酸（Glu）、丙氨酸（Ala）、缬氨酸（Val）、脯氨酸（Pro）和组氨酸（His）。这
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些氨基酸可能涉及到不同的代谢机理：包括细胞内碳代谢和氮代谢的调节、休眠
孢子的重硅质化以及由缺氮引起的胞内渗透压的改变。 
关键词：布氏双尾藻；休眠孢子；胞内氮状态 
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Abstract 
Resting spore formation is a common phenomenon in some species of diatoms 
during adverse environment conditions. There are various factors which can affect 
diatom resting spore formation, and nitrogen (N) deficiency is the most important one. 
At present, studies about N nutrition of resting spores mostly concentrate on the 
effects of N sources on resting spore formation. We barely understood the changes of 
N status during resting spore formation. 
At first, we investigated the effects of different concentrations of N and 
phosphorus (P) on resting spore formation of diatom using Ditylum brightwellii 
(MMDL5153) as a model in this paper. Then the intracellular free amino acids (FAAs) 
and the ratio of glutamate to glutamine (Gln/Glu) were used as indexes to indicate 
intracellular N status of D.brightwellii. We focused on the changes of intracellular N 
status during the formation of D. brightwelii resting spores. Our results contributed to 
the further understanding of N metabolism during resting spore formation. The main 
results were showed as follows: 
(1) The lower the N initial concentration was, the earlier the resting spores of D. 
brightwellii came into being. Resting spores formed when the N concentration in the 
medium was reduced to lower than 27µM. What’s more, the N and P concentrations 
had a mutual influence on the formation of resting spores. 
(2) Four kinds of cells/spores with different morphologies were observed in the 
medium. They were normal vegetative cells, protoplasm-concentrating cells, primary 
valve-forming spores and secondary valve-forming spores. And our results indicated 
that the silicon (Si) content of frustle of resting spore was about 1.5 times more than 
that of vegetative cell for D. brightwellii. 
(3) In general, the resting spore formation of D. brightwellii was a process that 
intracellular N-limitation strengthened consistently. The average content of 
intracellular total amino acids (TFAAs) in D. brightwellii was only 0.015pmol/cell 
while the percentage of resting spores was up to 67.63%. Then it decreased greatly 
compared to that at the beginning of the experiment. It suggested that the intracellular 
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N status was highly depleted in the resting spores. The formation of resting spores 
lagged behind extracellular N-limitation， but it coincided to the changes of 
intracellular N status. In addition, the ratio of Gln/Glu showed the changes of 
intracellular N status during the formation of resting spores. 
(4) The intracellular N status changed from N-repletion or N-sufficiency to 
N-stress gradually before the resting spores of D. brightwellii came into being. 
(5) There were mainly five kinds of intracellular FAAs involved in the formation 
of D. brightwellii resting spores, including glutamate (Glu), alanine (Ala), valine 
(Val), proline (Pro) and histidine (His). These AAs may associate with different 
metabolic mechanism, such as the regulation of C-N metabolism in the cell, the 
biosynthesis of thick spore wall and the changes of osmotic stress caused by 
N-deprivation. 
Keywords: Ditylum brightwellii; resting spore; intracellular N status 
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缩略词 
20 种常见氨基酸简写： 
Ala: Alanine（丙氨酸） 
Arg: Arginine（精氨酸） 
Asn: Asparagine（天冬酰胺） 
Asp: Aspartic acid（天冬氨酸） 
Cys: Cysteine（半胱氨酸） 
Glu: Glutamic acid（谷氨酸） 
Gln: Glutamine（谷氨酰胺） 
Gly: Glycine（甘氨酸） 
His: Histidine（组氨酸） 
Ile: Isoleucine（异亮氨酸） 
Leu: Leucine（亮氨酸） 
Lys: Lysine（赖氨酸） 
Met: Methionine（蛋氨酸） 
Phe: Phenylalanine（苯丙氨酸） 
Pro: Proline（脯氨酸） 
Ser: Serine（丝氨酸） 
Thr: Threonine（苏氨酸） 
Trp: Tryptophan（色氨酸） 
Tyr: Tyrosine（酪氨酸） 
Val: Valine（缬氨酸） 
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其他常见缩略词： 
AQC: 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbarnate（6-氨基喹啉基-N-羟基琥
珀酰亚氨基酸基甲酸脂） 
DCMU: N-(3,4-Dichlorophenyl)-N',N'-dimethylurea（二氯苯基二甲脲） 
DIN: Dissolved Inorganic Nitrogen（无机氮） 
ESAW: Enriched Seawater, Artificial Water（人工海水） 
FAA: Free Amino Acid（游离氨基酸） 
GDH: Glutamic Dehydrogenase（谷氨酸脱氢酶） 
GOGAT: Glutamine-Oxoglutarate Aminotransferase（谷氨 酸合酶） 
GS: Glutamine Synthase（谷氨酰胺合成酶） 
HPLC: High Performance Liquid Chromatography（高效液相色谱） 
TFAA: Total Free Amino Acid（总游离氨基酸） 
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第一章 前言 
休眠孢子是许多硅藻生活史中一个重要而特殊的阶段。能够产生休眠孢子的
海洋硅藻种类生活在温带和北方性水中且都是近岸型[1]，主要是中心纲硅藻以及
少数的羽纹纲硅藻，某些淡水种类也会形成休眠孢子，目前已发现超过 130 种硅
藻可以形成休眠孢子[2]。这一生物学现象通常被认为是硅藻适应环境变化的结果，
并且它的发生能够影响周围水域的初级生产力和浮游植物群落的季节演替，反映
某些理化条件的改变[3, 4]。海洋沉积物中的休眠孢子还有可能作为浮游植物“种
子库”引起春季硅藻赤潮的爆发[5, 6]，因此，休眠孢子在维持海洋生态系统中浮
游硅藻种群的发展上具有重要作用[2, 4, 7]。 
1.1 硅藻休眠孢子的形态特征及其主要形成因素 
1.1.1 硅藻休眠孢子硅质壳的结构特征 
硅藻休眠孢子的形态多种多样，并且绝大部分因种而异（图 1.1），因此当从
营养细胞形态上难以区分两个不同种类时，休眠孢子可为定种提供依据[1, 8]。与
营养细胞相比，硅藻休眠孢子在形态上最重要的特征就是重硅质化[2, 9]，因此休
眠孢子是一种厚壁细胞，这为其抵御不良环境提供了有利的物理基础[1]，使其渡
过恶劣条件成为了可能。 
 
（引自 Gloria 等人，2012） 
图 1.1 角毛藻属的休眠孢子（标尺=5μm，扫描电镜)[10] 
(A)根状角毛藻/绕孢角毛藻1；(B)柔弱角毛藻；(C)冕孢角毛藻；(D)冠孢角毛藻 
Fig. 1.1 Resting spores of the diatom genus Chaetoceros (Bar = 5μm, SEM)[10] 
(A) C. radicans/cinctus
*
. (B) C. debilis. (C) C. diadema. (D) C. coronatus 
                                                             
1
 两者的休眠孢子十分相似 
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